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Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Background – human retinal disease, RPE65 

Q. What is this “Retinal Disease”? 

A. Leber congenital amaurosis (LCA) is an untreatable and incurable 
group of early­onset molecularly heterogeneous retinal degenerations 
that cause severe visual loss.

















Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Background – human retinal disease, RPE65 

Q. What is the role in vision of RPE65 (retinal pigment epithelium­specific 
protein 65­kDa)? 

A. The RPE65 gene encodes a 533 amino acid protein in RPE cells 
critical to the retinoid (visual) cycle: specifically, RPE65 is necessary for 
11­cis retinal to be synthesized and thus available to form the light­absorbing 
visual pigment in photoreceptors.







Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical proof­of­concept studies 

Q. What proof­of­concept studies have been performed to warrant 
consideration of this proposal to perform a Phase I gene vector trial? 

A. Ocular subretinal injections of rAAV­RPE65 in a naturally­occurring dog 
RPE65 mutation and in Rpe65 knockout or mutant mice restored visual function 
to these blind animals.









But did it work in 
more than these 
3 well­publicized 

dogs?





But does the restored vision 
from gene transfer last?









Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Models versus human patients 

Q. Is there any evidence that human LCA from RPE65 mutations show any 
similarities to the animal models treated successfully with 
ocular subretinal rAAV­RPE65? 

A. Now there is. We used high resolution retinal imaging and co­localized 
measures of vision to determine the relationship of structure to function 
in patients.

















Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies 

Q. What pre­clinical safety studies have been performed for ocular subretinal 
injections of rAAV­RPE65? 

A.  To date, there have been a 3­month non­GLP study in RPE65­mutant dogs 
and two non­human primate GLP studies, a 1­week study and an ongoing 
3­month study.



rAAV2­Cβ­hRPE65 

CMV/β actin  hRPE65 Intron  ITR ITR



R, right; L, left; Vehicle, balanced salt solution; a 1X=1.0 x 10 10 vg/µl; b subretinal/intravitreal; c intravitreal; d intratapetal; 
e sub­RPE. 
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Age at necropsy 
(months) 

Volume 
(µl) 

Titer a Vector Eye Age at injection 
(months) 

Gender Animal 

TABLE: Characteristics of RPE65­/­ dogs and ocular rAAV doses injected







Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies: non­GLP RPE65­mutant dogs 

In­Life Observations: No early deaths; no clinical signs of toxicity. 
Clinical Pathology: Details given in 5/10/05 letter, but there were no changes in hematology or 
clinical chemistry parameters that were clearly test article related. 

Clinical Ocular Examinations: 
[Performed by Drs. Acland, Aguirre and Komaromy at RDS Facility of UPenn/Cornell] 
Graded as 3 levels of severity for conjunctiva, cornea, anterior chamber, lens and vitreous. 

Findings: 
1 week: Mild to moderate inflammatory changes were noted in both vehicle­injected 
and vector­injected eyes, especially in conjunctiva and vitreous. 
1 month: Conjunctiva clearing but persistent mild­moderate vitreous cellularity; 
2­3 months: Mild vitreous cellularity persisted in 5 eyes (1 had vitreous hemorrhage at surgery) 
and mild posterior subcapsular cataract.
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Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies: non­GLP RPE65­mutant dogs 

Clinical Funduscopic Examinations: 
[Performed by Drs. Acland, Aguirre and Komaromy] 

Findings: 
At 3 months: Flat retinas with linear or curvilinear pigmented scars in the tapetal retina 
at/near retinotomy sites (25 eyes). One dog with an inferior retinotomy showed 
depigmentation in the region of the injection. Three eyes had areas within or near the 
retinotomy site that suggested retinal thinning, but the contralateral eyes did not show this. 
There was an intratapetal injection in one eye and this was associated with marked 
pigmentary change throughout the area of injection. No vector­dose related complications 
were evident.



Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies: non­GLP RPE65­mutant dogs 

Postmortem Observations: 
No gross necropsy findings at termination of study. 
Histological findings were common findings in canine toxicology studies. 
No vector dose­related increases in incidence or severity of any histological finding. 
Optic nerves and chiasm were normal. 

Ocular histopathology – main findings (to date, by Dr. Caroline Zeiss): 
Ø  Traumatic retinal lesions attributable to the surgical intervention (e.g. focal retinal perforation; 
segmental retinal disruption and fragmentation; segmental retinal atrophy). 
Ø  Inflammatory lesions noted in two dogs (EMB31, vehicle control; EMB33, vector dose 0.001X), 
consisting of fibrin accumulation in vitreous with small numbers of macrophages and lymphocytes. 
Ø  Lesions attributable to the RPE65­associated retinal disease (RPE inclusions; modest 
outer nuclear layer thinning particularly in the inferior retina.
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R, right; L, left; Vehicle, balanced salt solution; a 1X=1.0 x 10 10 vg/µl; b subretinal/intravitreal; c intravitreal; 
d intratapetal; e sub­RPE; f Positive biodistribution result defined as >40 copies/1.0µg genomic DNA; 
g At termination organs sampled: L&R optic nerve, L&R periocular muscle, spleen, pancreas, L&R kidney, 
L&R liver, diaphragm, L&R heart, lung, skeletal muscle, L&R mandibular node, L parotid node, 
L brain, optic chiasm, jejunum, and L&R gonad; 
h Single replicate value only, negative second replicate value; i Average of both replicate values.



Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies 

Q. What pre­clinical safety studies have been performed for ocular subretinal 
injections of rAAV­RPE65? 

A.  To date, there have been a 3­month non­GLP study in RPE65­mutant dogs 
and two non­human primate GLP studies, a 1­week study and an ongoing 
3­month study.



*Only right eyes were injected in all animals; Vehicle, 0.65PBS (Phosphate Buffered Saline) + 85mM NaCl.  a 1X, 
1.0 x 10 10 vg/µl; wpi, week post injection; SR, subretinal; IV, intravitreal; all monkeys were ~2 years of age at time 
of ocular surgery. 
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Titer a Vector Gender Animal Study 

TABLE: Characteristics of non­human primates and ocular* rAAV doses injected





Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies: GLP non­human primates 

In­Life Observations (Study I): No early deaths; no clinical signs of toxicity; 
no effects on food consumption or body weight changes 
Clinical Pathology (Study I): No test article related changes in hematology or 
clinical chemistry parameters. 

Clinical Ocular Examinations (Study I; Study II until 2 months post­injection): 
[Performed by Drs. Jacobson and Kaushal; independent veterinary opinion to follow.] 
Graded as 3 levels of severity for conjunctiva, cornea, anterior chamber, lens and vitreous. 

Preliminary Findings to date: 
1 day and 1 week: Mild inflammatory changes were noted in both vehicle­injected 
and vector­injected eyes (less than half of the animals). 
1 month: one 3X vector­injected animal (eye) showed anterior surface lens changes 
(presumed to be residual from paracentesis) and this cleared by 2 months. 
Another 3X vector­injected animal had mild vitreous cellularity, 
but this was no longer detected at 2 months. 
2 months: No abnormalities in conjunctiva, cornea, anterior chamber, lens and vitreous. 

Note: There is a further clinical examination planned for early July and necropsy will occur on the following day.





Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies: GLP non­human primates 

Clinical Funduscopic Examinations (Study I; Study II until 2 months post­injection): 
[Performed by Drs. Jacobson and Kaushal; independent veterinary opinion to follow.] 

Preliminary Findings to date (subretinal­injected eyes): 
1 day: Elevated retina and small intraretinal hemorrhages with RPE changes 
at/near the retinotomy site. Findings confined to site of subretinal injection 
(based on drawings at surgery). 
1 week: Flattening of the retina or less prominent elevations. Demarcations between 
previously­elevated retina and surrounding uninjected retina. 
1 month and 2 months: Flat retinas with RPE changes (likely scarring) mainly at/near retinotomy sites. 
Demarcation lines persist between previously­elevated retina and surrounding uninjected retina. 

Note: A further clinical examination is planned for early July and necropsy will occur the next day.



Phase I Trial of Ocular Subretinal Injection of a 
Recominant Adeno­Associated Virus (rAAV­RPE65) Gene Vector 
in Patients with Retinal Disease Due to RPE65 Mutations 
→ Pre­clinical Safety Studies: GLP non­human primates 

Postmortem Observations (Study I): 
No gross necropsy findings at termination of study. 
No test article related changes in organ weights. 
No microscopic lesions (non­ocular tissues) considered related to the test article. 

Ocular histopathology (Study I) – main retinal findings (by Dr. Caroline Zeiss): 
Ø  Distinct pathology in all right eyes vs. post­mortem mild changes in left eyes; 
Ø  Retinal detachment near injection site as well as some distance away; 
Ø  Foci of pycnotic photoreceptor nuclei, probably resulting from retinal detachment; 
Ø  No necrosis, inflammation, proliferation or extensive hemorrhage.



Table:Biodistribution AAV2­CB­hRPE65 study in non­human primates (Study I) 
Animal ID, gender  20515, F  20564, M  20507, F  20566, M  20480, F  20552, M 
Vector Titer  Vehicle  Vehicle  1X  1X  3X  3X 
Volume (ul)/injection route  150/SR  150/SR  150/SR  150/SR  100/SR  110/SR 

Kidney  ­  na  na  ­  na  ­ 
Spleen  na  na  ­  ­  ­  ­ 
Lung  na  na  na  na  na  ­ 
Liver  ­  ­  ­  na  ­  ­ 

Pancreas  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 
Jejunum  ­  ­  na  ­  ­  ­ 
Heart  ­  ­  na  ­  ­  ­ 
Muscle  ­  ­  +(152) a  +(3781) a  ­  ­ 

Tracheobronch lymph node  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 
Mesenteric lymph node  na  na  na  ­  ­  ­ 
Preauricular lymph node  ­  na  ­  +(180) b  ­  na 
Mandibular lymph node  ­  ­  na  ­  ­  ­ 

Cerebellum  ­  ­  na  ­  na  na 

ACF (L, at necropsy)  na  na  no sample c  no sample c  no sample c  ­ 
Vitreous (L)  no sample c  ­  na  ­  no sample c  no sample c 

Retina (L)  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 
Optic nerve (L)  ­  na  na  ­  ­  na 

Orbital un­injected  na  ­  na  ­  na  na 

ACF (R, pre­op)  na  na  na  na  na  na 
ACF (R, at necropsy)  na  ­  no sample c  no sample c  no sample c  +(608) a 

Vitreous (R)  ­  na  +(6545) a  +(25565) a  +(920700) a  no sample c 

Retina (R)  ­  ­  +(2930674) a  +(436307) a  +(470375) a  +(2459501) a 

Optic nerve (R)  na  ­  +(601) a  +(127) a  +(1360) a  +(665) a 

Orbital injected  ­  ­  na  ­  ­  na 

Optic chiasma  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 

Optic tract (L)  ­  +(124) a  ­  +(439) a  +(106) b  ­ 
Lateral geniculate nucleus (L)  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 

Thalamus (L)  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 
Visual cortex (L)  ­  ­  ­  ­  +(200) a  ­ 

Superior colliculus (L)  ­  ­  ­  ­  ­  +(184) a 

Optic tract (R)  ­  na  ­  +(155) b  +(114) a  +(264) a 

Lateral geniculate nucleus (R)  ­  ­  ­  +(144) b  +(123) b  ­ 
Thalamus (R)  ­  ­  na  ­  ­  ­ 

Visual cortex (R)  ­  na  ­  ­  ­  ­ 
Superior colliculus (R)  na  na  ­  ­  ­  ­ 

L, left; R, right; ­, no PCR amplification; + (copy number per 1.0 µg of genomic DNA), PCR amplification of vector sequences; 
a Average of 2 replicates; b Replicate PCR negative; c No DNA in extraction as determined by UV spectrophotometery; na, not 
available (not determinable because of an unacceptable spike­in).



NHP Gonad Biodistribution 
(Study I) 
Copy # 

ug of 
DNA 
loaded 

Replicate 
# 1 

Replicate 
# 2 

Spike in 
control 

Female 20515 
(Vehicle) 

0.5  ­  ­  90 

Male 20564 
(Vehicle) 

0.5  ­  ­  48 

Female 20507 (1X)  0.5  ­  ­  56 
Male 20566 (1X)  0.5  ­  ­  40 
Female 20480 (3X)  0.5  ­  ­  70 
Male 20552 (3X)  0.5  ­  ­  90 

“­“, below detection level 
of 100 copies per µg 
genomic DNA



We are grateful to: 
our patients 

[for their trust and tolerance, 
as we grapple with all this 

and try to get it right]


